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（マクラー・マウスのヘテロ接合体における小脳についての神経病理学的研究）
Ⅱ．Histochemical study ot mitochondrial enzymesin cerebeHar cortex
Of macular mutant mouse，a mOdel0f Menkes kinky hair disease
（メンケス・キンキー・ヘアー病のモデル動物としてのマクラー・マウス
小脳皮質におけるミトコンドリア酵素の組織化学的研究）
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論　文　内　容　要　旨
［研究目的］
Mcnkes病は、伴性劣性遺伝を示す銅代謝異常による脳変性疾患で、そのモデルマウスである
macularマウスのヘミ接合体（Ml／y）は、臨床的にも、また神経病理的および生化学的にも、Menkes
kinky hair disease（以下MKHDと略）と類似することが判明してきた。このモデルマウスのヘテロ接
合体（Mlノ＋）は、無治療でほぼ正常に発育する。Mlルは遺伝学的には、正常細胞と異常細胞のモザ
イクで構成されているはずである。しかしながら、Ml／＋における中枢神経障害は未だ報告されてい
ない。本研究では、Ml／十の中枢神経障害を、生化学的および神経病理学的に検索し、その発生機序
について検討した。
またMl！yにおける中枢神経細胞において、ミトコンドリア鋼依存酵素であるcytochrome C oxidase
（CCO）活性の低下がすでに判明している。しかしながら銅依存酵素であるCCO活性の低下が他のミト
コンドリアの非鋼依存酵素に与える影響についてはこれまで検討されていない。本研究では、Ml／yの
小脳皮質において、ミトコンドリアの非銅依存酵素であるNADH djaphoTaSe（以下NADHと略）活性
及びsuccinicdehydorogenasc（以下SDHと略）活性を、組織化学的に検索することによって、Mlノyの小
脳皮質におけるミトコンドリアの障害の特徴を検討した。
［方　法］
りMl／＋における中枢神経障害の検討
（1）脳内銅含有量の測定：生後、4、7、10、14日目のMl／＋、Ml／y、＋／yの大脳、小脳および脳幹の銅含
有量を原子吸光光度計にてStevenらの方法に従い測定し、比較検討した。
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（2）Go】gi染色法および電顕による観察：生後14日目のMl／＋の小脳矢状断におけるPurkinje細胞の発育異
常の有無をGolgi染色にて、またミトコンドリアの形態異常の有無を電顕にて検索した。
（3）CCO活性の組織化学的検索＝生後4、7、10、14日目のMl什、Ml／y、＋／yを潜流固定後、小脳正中矢
状断の凍結切片を作成し、Seligmanらの方法に基づきCCO活性を組織化学的に検索した。
Ⅲ）ミトコンドリア酵素の組織化学的検討
（11NADHとSDH活性の組織化学的検索：生後4、7、10、14日目のMl／＋、Ml／yを湾流固定後、小脳正中
矢状断の凍結切片を作成し、Troyerらの方法に基づきNADH活性とSDH活性を組織化学的に検索し、
比較検討した。
［結　果］
H Ml／＋での中枢神経障害の検討
（1）脳内鋼含有量の測定：Ml／yの脳内銅含有量は大脳、小脳および脳幹のすべての部位において＋／yに
比し著明に低下していた。Ml／＋の各部位の銅含有量は、＋／yとMl／yの中間の値を示した。
（2）Golgi染色法および電顕による観察：Ml！十のGolgi染色では、14日目の小脳正中矢状断において小脳
PuTkinje細胞は、SOmal sproutやカクタス形成はなく、ほぼ正常の形態を示した。電顕による観察では、
小脳正中矢状断で前葉のPurkinjeの細胞に、明るく腫大したものやクリステが小胞状に腰大した、ミ
トコンドリアが認められた。しかし異常ミトコンドリアを持つ細胞と正常ミトコンドリアの細胞がモ
ザイク状に配列された所見は認められなかった。
（3）cCO活性の組織化学的検索：7日目までの＋／yでは、小脳前菜のPurkjnje細胞は胞体にのみ濃く均一
なCCO活性を認めたが、後薬では胞体のみならず、分子層や均状突起の一部にも活性を認め、より成
熟が進んでいた。10日目以降では、CCO活性は前葉のPurkinje細胞の胞体のみならず樹状突起や分子
層の深部にまで活性の部位が広がり、前葉と後美とはほぼ同程度の活性を示した。またGlomerulusと
考えられる部位にも活性を認めた。Ml／yは7日目までは、小脳皮質のCCO活性は＋！yに比し軽度の低下
を示すのみであったが10日目以降は、小脳皮質全体において著明な低下傾向を示した。これに対し
Ml／＋はCCO活性の部位や広がりは＋／yと同様であったが、活性の強さは＋！yとMl／＋の中間を示した。
特に10日目以降での前葉では、＋／yに比し活性の低下が明瞭であった。後葉では活性の低下は軽度で
あった。またPurkinje細胞CCO活性の低下はモザイク状とならなかった。
Ⅱ）ミトコンドリア酵素の組織化学的検討
（1）NADHおよびSDH活性の組識化学的検索：両酵素活性とも生後7日目までの小脳正中矢状断では十！y、
Ml！yともほぼ同様の活性を示し、前葉ではPurkjnje細胞の胞体にみの強い活性を認めた。10日目から
14日目にかけては、＋／yではPuTkinje細胞の胞体の活性が次第に弱まり、活性が樹状突起や深部分子層
に移動していった。また、Glomerulusと考えられる部位にも活性を認めた。一方両酵素活性はMl／yの
前葉においては、Purkinje細胞の胞体及び腫大した主幹樹状突起に、＋／yに比し明らかに強い活性を認
めた。しかしながら、分子層やglomerulusと考えられる部位では活性はほとんど認めなかった。
［考察および結論］
正常に発育するMl／＋においても中枢神経系の発達障害が認められた。しかし、その小脳Purkinje細
胞の病理所見は、正常と異常の細胞がモザイクに分布するパターンは示さなかった。またMl！十にお
いては、脳内銅含有量と小脳のCCO活性が＋／yとMl／yの中間の値を示した。このことは、このモデル
マウスの中枢神経障害は、異常遺伝子が直接的に神経細胞に発現して生じたのではなく、鋼の吸収・
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代謝障害の二次的結果として生じている事を示唆している。
一方、ミトコンドリアの非銅依存酵素であるNADHやSDH活性は、生後10日目以降、Ml！yの小脳
Purkinje細胞の胞体や腫大した主幹樹状突起に過剰に出現していた。これは鋼依存酵素であるCCO活
性の低下に伴うエネルギー代謝の低下を、異常ミトコンドリアの増加で代償している像とも考えるこ
とができる。
学位論文審査の結果の要旨
Mankes病は伴性劣性遺伝疾患であり、種々の中枢神経症状を呈する。本研究は本症の中枢神経障
害の発症梯序を理解するために、そのモデル動物であるmaculaTマウスを用いて、主に神経病理学的
に検討したもので、以下の結果を得ている。
1）正常に発育するmacularマウスのヘテロ接合体（Ml／＋）の脳内銅含有量は、正常対照（＋／y）とヘ
ミ接合体（Ml／y）との中間の値を示した。Ml／＋の小脳Purkinje細胞は、Go】gi染色では形態異常は示さ
なかったが、電顕的観察では、前葉で腫大した異常ミトコンドリアを認め、チトクロームC酸化酵素
（CCO）染色では、＋／yとMl！yの中間の活性を示した。しかしMl／＋の中枢神経障害は、正常と異常の
神経細胞のモザイク状の所見を示さなかった。これらの結果より中枢神経障害は、Purkinje細胞の異
常遺伝子が直接的に発現して生じたのではなく、鋼の吸収・代謝障害の結果として二次的に生じたこ
とが示唆された。
2）ミトコンドリアの非銅依存酵素であるNADHジアホラーゼ活性やコハク酸脱水素酵素（SDH）活
性を、Ml／yの小脳皮質正中矢状断において検索した。Ml／yのNADHジアホラーゼやSDl寸活性は生後10
日目以降、小脳PuTkinje細胞の胞体や腫大した主幹樹状突起に＋／yに比し過剰に出現することが判明し
た。CCO活性の低下に伴うエネルギー代謝の低下を、異常ミトコンドリアの数の増加で代償している
可能性が示された。
以上、本研究はMenkes病のモデル動物で、異常遺伝子発現部位と中枢神経障害の関連、及び中枢
神経系におけるミトコンドリア酵素の障害の病態を示したものであり、Menkes病の中枢神経障害の
病態を考える上で重要な情報を与えるものである。よって博士（医学）の授与に値するものと認める。
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